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  初代小型肝細胞は雄性 F344 ラット（8−10 週令：DPPⅣ陽性）の肝臓よりコラゲナーゼ肝
潅流法により得られた細胞をヒアルロン酸コートディッシュに播種して 9 日間培養した。播
種細胞の濃度は 2.0×104 cells/ cm2とした。初代小型肝細胞コロニーを分離し CD44 抗体を
用いて MACS 法にて CD44 陽性小型肝細胞をソートし、マトリゲル(Matrigel®)コートディ
ッシュに播種して継代培養を行った。継代は 28 日毎に行い 4 回の継代を行い以下の点につ
いて検討した。播種細胞の濃度は 2.0×104 cells/ cm2とした。 
 
 1）形態・増殖能 
 2) 免疫染色・遺伝子発現 
 3) 成熟化能 
  4) 細胞移植 
 
  形態については継代後の 1、4、7、14、21、28 日目に位相差顕微鏡にて解析した。増殖能





成熟化能については 2 回目の継代培養で得られた 14 日目の細胞にマトリゲルを投与し 7
日間培養した細胞を解析した。21 日間培養した細胞を Control 群とし、肝細胞特異的遺伝子




エントラットに Retrorsine（30 mg/kg body weight）を移植の 14 日前と 28 日前に腹腔内投
与した。細胞移植は、2/3 肝切除を行った後に脾臓経由で 5 × 105 cells/0.1 mL 生食水 の細
胞を移植した。移植細胞は初代の CD44 陽性小型肝細胞、2 回継代し 21 日間培養した細胞、
2 回目の継代培養で得られた 14 日目の細胞にマトリゲル投与し 7 日間培養した細胞とした。







  1、2、3、4、回継代後の細胞の生着率は、それぞれ、16.9±0.50%、15.13 ± 0.12％、14.87 
± 0.96％、12.77 ± 0.58％（平均値±SEM）であった。各継代における 21 日目のコロニーあ
たりの平均細胞数はそれぞれ、218.1 ± 429.6 個、149.2 ± 233.1 個、83.7 ± 139.9 個、32.9 ± 
45.9 個（平均値±SEM）であった。28 日目に回収できた細胞数は、生着した細胞数のそれぞ
れ 12 倍、11 倍、4 倍、4 倍であった。2 回継代培養後に回収できた細胞数は、播種した初代
肝細胞の 3.1 倍であった。 
  継代されたコロニーの中の一部に増殖の高いコロニーが存在しており、各継代時の増殖活
性の高かったコロニー上位 10％を抽出してコロニーあたりの平均細胞数を再解析したとこ
ろ、培養 21 日目においてそれぞれ 1249.2 ± 454.5 個、722.3 ± 198.5 個、366.2 ± 176.1 個、
99.3 ± 41.8 個であった。これらの細胞の分裂回数は培養 28 日目において、それぞれ 13.5 回、
12.7 回、11.0 回、9.1 回と推計できた。 
 
（２）免疫染色・遺伝子発現 
  各継代時の細胞の免疫染色を行った。コロニーのほぼ全ての細胞は CD44 陽性であった。
また肝細胞特異的マーカーの HNF4α と C/EBPα を共に発現していた。HNF4α は各継代時
のほぼ全ての細胞で発現していたが、C/EBPα は 3 代目以降の細胞ではほとんど発現してい





   マトリゲルを投与した細胞では成熟肝細胞と比較すると低値ではあるが、成熟肝細胞のマ
ーカーである Tdo2、Tat、Cyps、Oatp2 の遺伝子発現が増大していた。特に Alb と Tdo2 の
発現は control 郡と比較してマトリゲル投与群で有意に増大していた。また、マトリゲル投
与群で CYP3A 活性、アルブミン産生能、グリコーゲン産生能が有意に増大していた。マト
リゲル投与群では 3 次元構造を示し、毛細胆管形成が見られた。FD 投与により胆汁排泄能
 
も認められ。胆汁トランスポーターである MRP2 や BSEP の発現も毛細胆管面に見られた。
 
（４）細胞移植 
  初代 CD44 陽性小型肝細胞移植では、DPPⅣ陽性細胞巣多数見られたが、継代培養した細
胞を移植したラット肝臓には移植細胞巣は認められなかった。しかしながら、マトリゲルを
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網を持つ 3 次元的な類肝組織を形成した。3 代継代した細胞をレシピエントラット肝臓に移
植すると、生着し、肝細胞に分化した。一部の細胞は胆管上皮細胞に分化したことから、
二分化能を有する肝幹細胞と考えられた。以上の結果は、成熟肝細胞の中に肝幹細胞に相
当する細胞が存在することを示している。さらに、肝細胞をマトリゲル上で培養する方法
は、成熟化誘導可能な細胞を継代培養により増幅できることから、ヒト肝細胞を大量に産
生し、ヒト肝疾患に対する細胞移植療法の開発に繋がる研究と認められる。 
 以上の結果より、本研究は医学博士授与に値する研究成果であるとの評価を審査委員全
員から頂いた。 
 
